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(54) HEPATITIS C-VIRUS POSITIVE ENDOMETRI ALE ZELLLINIE 

(57) Es wird eine ZeHlinie beschrisbsn, die eine endo- 
metriale Stroma-ZelMinie ist f die von mucosa lem Gewebe 
des Uterus eines weibiichen Sdugers abgeleitet ist und mit 
Hepatitis C-Virus inflziert ist. Die erfindungsgemafie ZeH- 
linie kann insbesondere fur die kontinuierliche Produktion 
von Hepatitis C-Virus, turden Nachweis von anti-HCV-Anti- 
kOrpern und die Austestung von antiviralen Agentien ver- 
wendet werden. 
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Die Erfindung betrifft eine erdometriale Stroma-Zelllinie, die HCV-positiv oder mit HCV infizier- 
bar ist, ihre Verwendung zur Produktion von Viren, insbesondere von Hepatitis C-Virus, sowie die 
H rstellung einer HCV-Vakzine. D sweiteren betrifft die Erfindung die Verwendung der Hepatitis 
C-Vifus-positiven ZelHinie fQr die Diagnose und Detektion von HCV-spezifischen Antikbrpern und 

5 zur Austestung von antiviralen Agenzien. 

Hepatitis C-Virus (HCV) ist das ausldsende Agens fQr chronische non-A-, non-B-lnfektionen. 
Das HCV gehsrt zur Familie der Flaviviridae und weist mit anderen Mitgliedern dieser Familie eine 
hohe Ahnlichkeit in der genomischen Organisation auf, Wie al!e andere Fiaviviren besitzt das HCV 
eine positive, einzel-strangige RNA von etwa 10 kb. 

10 Die in vtfro-Kultivierung von Flaviviridae in Zellkultur ist bisher nur in einigen Fallen gelungen. 

So last sich beispielsweise das TBEV auf serumfreien VERO-Zellen zu hohen Titern vermehren 
(EP 0 506 714). Die Kultivierung von Japanease Encephalitis Virus (JEV) auf VERO-Zellen wurde 
ebenfalls beschrieben (WO 97/04803). 

Im Gegensatz dazu ist es bisher nur in einzelnen Fallen und mit unterschiedlichem Erfolg 

15 gelungen, HCV in vitro in Zellen zu replizieren. Da nicht jede Zelle mit HCV infizierbar ist ist die 
Auswahl der fur eine Infektion empfang lichen Zellen kritisch. Fur die kommerzielle Anwendung ist 
auch wesentlich, ob eine Zelle Qber einen langeren Zeitraum nach Virus-lnfektion fahig ist, eine 
Virus-Replikation zu ermOglichen und Virus zu produzieren. 

HCV-Replikation in primaren Leber-Zellkulturen (Carloni et al. (1993, Arch. Virol. 8:31-39. 

20 Lanford et al., 1994, Virology 202:606-614) und kontinuierlichen Zelllinien (Shimizu et al. (1992, 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 5477-5481) wurde beschrieben. 

Bertolini et al. (1993. Res.' Virol. 144: 281-285) konnten humane B-Zellen mit HCV infizieren 
und positiv-strdngige RNA bis zu 65 Tagen nach Infektion nachweisen. Virale HCV positiv-Strang- 
RNA-Sequenzen wurden nach Infektion von primaren tttalen Hepatocyten bis zu 4 Wochen nach 

25 Infektion detektiert (Carloni et al. (1993, Arch. Virol. 8:31-39). Mittels Strang-spezifischer RT-PCR 
konnte negativ-strangige RNA bis zu 25 Tagen nach HCV-lnfektion in primaren Schimpansen- 
Hepatocyten-Zellen nachgewiesen werden (Lanford et al., 1994, Virology 202:606-614). In 
primaren Hepatocyten-Zellen, die von einem Patienten mit chronischer Hepatitis C Virus-lnfektion 
isoliert wurden, konnte HCV-RNA in den Zellen und im Oberstand bis zu 8 Wochen nachgewiesen 

30 werden (Ito et al., 1996, J. Gen. Virol. 77:1043-1054). 

Der Nachteil von primaren Zellkulturen in einem ausdifferenzierten Stadium besteht jedoch 
darin, daS die Zellen ihre spezifischen Funktionen innerhalb von 3 bis 4 Wochen verlieren, 
wodurch immer wieder neue primare Zellen fQr die Infektion benotigt werden. 

Tagawa et al. (1995, J. Gastroenterol. Hepatol. 10:523-527) wiesen in einer humanen 

35 embryonalen Hepatocyten-Zelllinie (WRL68) Qber einen Zeitraum von 62 Tagen neu transkriptierte 
RNA nach, wahrend in einer Hepatoblastoma-Zelllinie (Hep G2) minus-Strang RNA nur Ober eine 
Periode von 39 Tagen detektiert werden konnte. Hingegen fanden Dash et al. (1997, Amer. J. 
Pathol. 151:363-373) in infizierten HepG2-Zellen intrazelluiar negativ-strangige RNA nur innerhalb 
eines Zeitraums von 3 bis 60 Tagen; die Zellen starben jedoch zwischen 50 und 60 Tagen nach 

40 Transfektion. _ 

Shimiuzi et al (1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6037-6041) wiesen HCV-Replikation Qber 
einen Zeitraum von 10 Wochen nach HCV-lnfektion in mit Maus-Retrovirus-infizierten immortali- 
sierten humanen T-Zellen nach. 

In HCV-infizierten nicht-neoplastischen humanen Hepatocyten-Zelllinien, die mit SV40 iarge-T- 

45 Antigen immortalisiert wurden, konnte positiv-strangige RNA bis zu 30 Tagen nachgewiesen 
werden (Kato et al M 1996, Jpn. J. Cancer Res. 87:787-792). Die Verwendung von immortalisierten 
Hepatocyten-Zellen fQr die HCV-lnfektion und Replikation wird ebenfalls in EP 0 527 814 und 
US 7 284 368 beschrieben. 

Eine erfblgreiche Replikation von HCV mittels Nachweis von HCV-RNA konnte in humanen mit 

so T-Zell-Leukamievirus-infizierten Zellen Ober einen Zeitraum von etwa 6 Monaten nach 
HCV-lnfektion durch Reduktion der Kultivierungstemperatur von 37°C auf 32°C nachgewiesen 
werden (Mizutani et al. (1996, Biochem. Biophys. Res.Comm. 227:822-826). 

Diese derart immortalisierten Zellen tragen jedoch durch die Transfektion mit einem 
potentiellen Onkogen ein erhtthtes tumorogenes Risiko. 

55 Die WO 96/24662 offenbart die Adaptierung von HCV an ein Wachstum in Zellkultur und die 
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Infektion von nicht-lymphoblastoiden Zellen, wie beispielsweise VERO-Zellen, CV-1 -Zellen Oder 
HepG2-Zel1en mit HCV, wobei bis zu 12 Tagen nach Infektion virale RNA aus d n Zellen extrahiert 
und nachgewiesen werden konnte. 

In einem isolierten VERO-Zell-Klon, infiziert mit HCV, konnten Valli et al. (1997, Res. Virol. 

5 148:181-186) die Prod uktion von HCV-RNA in den ZelikulturQberstand Qber einen Zeitraum von 
5 Monaten nachweisen. Nakajima et al. (1996, J. Virol. 70:3325-3329) konnten die Produktion von 
HCV RNA-Sequenzen bis zu 1 Jahr in humanen T- und B-Zelllinien nachweisen, jedoch zeigten die 
Ergebnisse, dad durch eine groBe Heterogenitat von HCV-Sequenzen im Inokkulum nur ein Teil 
der im Inokkulum vorhandenen Hepatitis C-Viren absorbieren, aber nicht in den Zellen persistieren 

io kOnnen. Sie schluBfolgerten, daB nur Hepatitis C-Viren mit einer bestimmten Sequenz in Lympho- 
cyten replizieren kOnnen. 

Die EP 0 414 475 beschreibt ein Verfahren zur Kultivierung von HCV in eukaryotischen Zellen, 
wobei die Beschreibung sich jedoch auf die Identifikation von viralen Replikationsintermediaten in 
mononuclearen Zellen des peripherialen Bluts von HCV-infizierten Patienten beschrankt. Es wird 

15 weder Qber eine HCV-lnfektion noch Qber eine „in vitro"-Kultivierung von infizierten Zellen berichtet. 

Far den Einsatz einer Zelllinie fQr die Produktion von Viren zur kommerziellen Anwendung, 
beispielsweise for die Herstellung einer Vakzine, fQr die Diagnose oder die Austestung von antivira- 
len Agenzien gegen diese Viren, ist daher neben der Langzeitkultivierung der infizierten Zellen, 
eine kontinuierliche Produktion von Titern von groBer Bedeutung. 

20 Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, eine Zelllinie, die Qber einen langeren Zeit- 

raum eine Virusproduktion, insbesondere von Hepatitis C-Virus eriaubt, und die die oben be- 
schriebenen Nachteile nicht aufweist, zur VerfOgung zu stellen. 

Die Aufgabe wird erfindungsgemaB dutch das ZurverfQgenstellen einer ehdometrialen Stroma- 
Zelllinie, die von mucosalem Gewebe des Uterus eines weiblichen Saugers abgeleitet ist und mit 

25 Hepatitis C-Virus infiziert ist, ge!6st. 

Endometriale Stroma-Zellen zeichnen sich durch besondere phanotypische Oberfiachenmarker 
aus. Dazu gehOren insbesondere die Oberfiachenmarker Cytokeratin und Vimentin. Endometrial 
Stroma-Zellen weisen dabei einen Cytokeratin-negativen und einen Vimentin-positiven Phanotyp 
auf, wahrend endometriale Epithel-Zellen einen Cytokeratin-positiven und Vimentin-negativen 

30 Phanotyp besitzen. Durch Detektion der Marker kann damit die Spezifitat des Zelltyps in der 
Zellkultur nachgewiesen werden. 

Oberraschenderweise wurde gefunden, daB aus dem Uterus von HCV-infizierten Saugern 
Zellen isoliert werden kOnnen, die spontan immortalisieren und die als permanente Zelllinie 
etabliert werden kOnnen. Der Nachweis der Spezifitat des Zelltyps und daB es sich bei der Zellinie 

35 urn eine Stroma-Zelllinie handelt, erfolgte dabei durch die zellspezifischen Marker Cytokeratin und 
Vimentin. 

Die erfindungsgemaBe Zelllinie zeichnet sich insbesondere dadurch aus, daS sie in der Lage 
ist, Qber einen langeren Zeitraum zu Qberleben und weiterzuwachsen. Es wurde gefunden, daS die 
erfindungsgemaBe endometriale Stroma-Zelllinie fQr mindestens 14 Monate nach Etablierung der 
40 Zelllinie permanent lebensfShig ist, Qber diese Zeit HCV-positiv ist und in den ZellQberstand nach- 
waisbar virale Nukleinsaure entiaSt Der positive Nachweis der LangzeitrepSikation des Virus 
erfolgte dabei Qber RT-PCR. Bisher beschriebene Systeme erlauben eine HCV-Replikation nur bis 
zu hOchstens 1 Jahr. 

Durch die konstante Produktion von HCV in der permanenten fur HCV permissiven Zelllinie ist 
45 es erstmals mOglich, eine kontinuierliche Zelllinie fQr die HCV-Produktion zur VerfQgung zu stellen. 

GemaB einer besonderen AusfQhrungsform wird die erfindungsgemaBe Zelllinie aus mucosa- 
lem Gewebe des Uterus eines Hepatitis C-Virus-infizierten weiblichen Saugers gewonnen. Vor- 
zugsweise wird die Zelllinie dabei aus Gewebe von Primaten isoliert. Es hat sich als besonders 
gQnstig gezeigt, wenn das mucosale Gewebe wahrend des menstrualen Zyklus des weiblichen 
50 Saugers isoliert wird. 

GemaB einem besonderen Aspekt der vorliegenden Erfindung wird eine endometriale Stroma- 
Zelllinie mit der Bezeichnung E4 zur VerfQgung gestellt Diese Zellinie wurde aus dem Mucosa- 
Gewebe des Uterus eines HCV-infizierten menstruierenden weiblichen Schimpansen isoliert. Dazu 
wurde das Gewebe mechanisch zerkieinert, eine Zelleinzelsuspension hergestellt und die Zellen 
55 unter geeigneten Bedingungen kultiviert. Es wurde gefunden, daB sich als Kultivierungsmedium ein 
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supplementiertes Minimalmedium, versetzt mit Hydrocortison besond rs gut eignet. FUr di Lang- 
zeitkultivierung ist es gegeben nfalls von Vorteil, ein Antibiotikum zur Inhibierung von mikrobiellem 
Wachstum einzusetzen. Die isolierten Zellen werden vorzugsweise bei einer Temperatur zwisch n 
32°C und 37°C kultiviert und 1 x wOchentlich ein Mediumswechsel vorgenommen. Es wurde dabei 
s Qberraschenderweise gefunden, daB die derart kultivierten Zellen ein hohes Potential zur weiteren 
Differenzierung besitzen, Qber einen langen Zeitraum lebensfdhig sind und Qber den gesamten 
Beobachtungszeitraum auch HCV repliziert und produziert wird. 

Gemafi einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird eine endometriale Stroma- 
Zelllinie abgeleitet von mucosatem Gewebe des Uterus eines nicht-infizierten, gesunden und 
10 pathogenfreien weiblichen Sdugers bereitgestetlt. Das Gewebe wird dabei vorzugsweise von 
einem weiblichen Uterus wdhrend des menstrualen Zyklus gewonnen. Die Zellline kann dabei in 
analoger Weise wie ftir die endometriale Stroma-Zelllinie aus HCV-infizierten Saugem etabliert 
werden. 

Da es sich bei dieser erfindungsgemaiien endometrialen Zelllinie urn eine Zelllinie handelt, die 

15 nicht bereits mit einem Virus infiziert ist kann diese Zelllinie mit jedem beliebigen Virus infiziert 
werden, for den sie empfanglich sind, d.h. fDr Viren, die an die Zellen adsorbieren und in den 
Zellen replizieren kannen. Die erfindungsgema&en Zelllinie abgeleitet vom Gewebe eines nicht- 
infizierten Sdugers kann daher mit verschiedenen Viren infiziert werden, wobei dem Fachmann die 
Methoden zur Austestung der Virusempfanglichkeit bekannt sind. Die endometriale Zelllinie kann 

20 dabei mit Viren aus der Gruppe der Flaviviridae, insbesondere mit Hepatitis C Virus, der Gruppe 
der Herpesviren, wie etwa Cytomegalovirus, der Orthomyxoviren, wie Influenza-Virus, der 
Papillomaviren bder Parvoviren infiziert werden. 

Die erfindungsgemaSe endometriale Stroma-Zelllinie ist dabei vorzugsweise eine etablierte 
Zelllinie mit der Bezeichnung F13. GemaR einem besonderen Aspekt der Erfindung ist diese 

25 Zelllinie nach Eta b lie rung mit HCV infiziert. 

Gema& einem weiteren Aspekt der Erfindung wird eine Zusammensetzung zum Nachweis von 
anti-HCV-spezifischen Antikerpern zur VerfOgung gestelit. Die Zusammensetzung enthait eine in 
v/fro-kultivierte HCV-positive endometriale Stroma-Zelllinie abgeleitet von mucosalem Geweben 
des Uterus eines Saugers, Reagentien zum Nachweis einer Immunreaktion und als Kontrollproben 

30 HCV-positives und HCV-negatives Plasma. 

In einer besonderen AusfQhrungsform dieses Aspekts der Erfindung sind die HCV-positiven 
Zellen an einem festen Trager immobilisiert. Der Trager kann dabei etwa in Form einer 
Mikrotiterplatle sein, bei der die Vertiefungen ais Kultivierungsnapfchen benutzt werden. Die 
Austestung der Proben kann gemaS bekannter ELISA-Testverfahren durchgefohrt werden, wobei 

35 jeweils Aliquote der zu testenden Probe, beispielsweise Humanserum, zu den immobilisierten 
Zellen gegeben werden und anschlie&end eine chromogene Substratreaktion durchgefOhrt wird. Es 
kennen jedoch alle im Stand der Technik bekannten Immunassays zum Nachweis der Bildung 
eines Antigen/AntiktSrperkomplexes, wie etwa ein Enzym-, Lumino-, Fluoro- Oder Radioimmun- 
assay durchgefOhrt werden. 

.40 Ein weiterer Aspekt der Erfindung betnfft ejn Verfghren zur Jn, vitro' ^Langzeitproduktion von 

Hepatitis C-Virus. Dieses Verfahren umfaBt dabei die Schritte des Bereitstellens einer HCV-posi- 
tiven Zelllinie Oder einer mit HCV-infizierbaren Zelllinie der oben beschriebenen Art und der 
Kultivierung der Zelllinie unter Bedingungen, die eine Replikation und Langzeitproduktion von HCV 
erlauben. Als besonders gOnstig hat sich dabei erwiesen, das Kultivierungsmedium in bestimmten 

45 Zeitabstanden auszutauschen und die Zellen weiter zu passagieren. Unter diesen Bedingungen 
kann ohne Anderung der Mediumszusammensetzung wahrend des gesamten Kultivierungs- und 
Virusreplikationsprozesses von Qber 14 Monaten kontinuierlich Virus replizieren. Die virale 
Replikation wird dabei mittels RT-PCR kontrolliert. In den ZellkulturQberstand freigesetzte 
Replikationsprodukte kttnnen beim Wechsel des Mediums aus dem gewonnenen Oberstand isoliert 

so und anschlieftend aufkonzentriert werden. Dabei werden hochtitrige Konzentrate erhalten, die for 
weitere Verwendungen eingesetzt werden k5nnen. Gewonnene Viruskonzentrate kflnnen dabei 
etwa fur die Hersteilung von Virus-Vakzinen eingesetzt werden. Das Viruskonzentrat wird dazu zur 
Virus-lnaktivierung entsprechend behandelt. Dies kann beispielsweise durch allgemein bekannte 
Methoden, wie die Inaktivierung mit Formalin, erfolgen. AnschlieBend wird die Preparation mit 

55 geeigneten Puffern oder Adjuvantien zu einer Vakzin-Zusammensetzung formuliert. Die 
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Formulierung kann dabei ebenfalls in aus d m Stand der Technik bekannter Weise erfolgen. 

Ein w rterer Aspekt der vorliegenden Erfindung umfa&t daher auch ein Verfahren zur 
Herst Hung einer HCV-Vakzine. Die wesentlichen Schritte dieses Verfahrens umfassen dabei das 
Bereitstellen einer HCV-positiven Zelllinie der oben beschriebenen Art, Kultivieren der Zelllinie 
5 unter Bedingungen, die in Replikation von Hepatitis C-Virus erlauben 

- Isolieren von Hepatitis C-Virus-Repiikationsprodukten aus dem ZeilkulturUberstand Oder den 
Zellen 

- Herstellen eines hochtitrigen Viruskonzentrats und 

• Formulierung des Viruskonzentrates in einer Vakzinpraparation. 

10 Ein anderer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren zum Austesten von 

Komponenten, die die Replikation von HCV inhibieren. Derartige anti-virale Agentien kbnnen dabei 
biologischen Ursprungs sein, wie beispielsweise anti-HCV-Antik6rper Es kOnnen jedoch auch 
neuentwickelte chemische Zusammensetzungen getestet werden. Das erfindungsgemalJe Ver- 
fahren umfalit dabei die Schritte des Bereitstellens von (a) einer Zusammensetzung enthaltend ein 

15 potentiates HCV-antivirates Agens und (b) einer HCV-positiven Zelllinie der oben beschriebenen 
Art, Inkubieren der HCV-positiven Zelllinie von (b) mit einem anti-viralen Agens von (a) und dem 
Nachweis der Inhibierung der Replikation von HCV mittels RT-PCR. 

Als HCV-positive Zelllinie ist dabei eine fQr HCV permissive endometrial Stroma-Zelllinie 
besonders bevorzugt. 

20 Gematt einem wetteren Aspekt umfalit die Erfindung ein Verfahren zum Nachweis von 

HCV-spezifischen AntikOrpern. Dieses Verfahren umfasst die Schritte des Bereitstellens einer 
Zusammensetzung enthaltend eine HCV-positive endometriale Stroma-Zelllinie der oben beschrie- 
benen Art, die gegebenenfalls an einen festen Trager immobilisiert ist, In-Kontakt-Bringen der 
Zellen mit einer Probe, die unter Verdacht steht, anti-HCV-AntikOrper zu enthalten, Inkubieren der 

25 Reaktionspartner unter Bedingungen, die die Bildung eines Antigen/AntikOrper-Komplexes 
erlauben und Nachweis des Komplexes. Die Bedingungen und die Art des Nachweises der 
Komplexbildung liegt dabei im allgemeinen Wissen eines Fachmannes. 

Gematt einem weiteren Aspekt umfaSt die Erfindung die Verwendung der erfindungsgemailen 
Zelllinien fQr die Produktion von Viren, vorzugsweise fQr die in v/fro-Replikation von HCV. 

30 Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft die Verwendung der erfindungsgemaften 

HCV-positiven Zelllinie zur Detektion von anti-HCV-Antik6rpern. 

Entsprechend einem Aspekt der Erfindung kann die erfindungsgemafle HCV-positive Zelllinie 
zum Nachweis eines anti-viralen Agens, beispielsweise von anti-HCV-AntikOrpern Oder neu 
entwickelten anti-HCV-Agentien eingesetzt werden. 

35 Die Erfindung wird anhand der nachfolgenden Beispiele und der Zeichnung naher eriautert, 

ohne jedoch auf diese eingeschrankt zu sein. 

Dabei zeigt: 

40 Fig. 1: Mikroskopische Aufnahmen zu verschiedenen Zeitpunkten nach Etablierung von 

endometrialen Stroma-Zelllinien, abgeieitet aus muoosaleir. Gewebe des Uterus eines weiblichen 
Saugers. 

Beispiel 1 : 

45 Herstellung von endomatrialen Stroma-Zelllinien 

Gewebe von uteraler Mucosa wurde wahrend der Proliferationsphase des menstrualen Zyklus 
von 2 weiblichen Schimpansen gewonnen: das Gewebe, isoliert von einem chronisch mit HCV 
infizierten Schimpansen, wurde mit E4 und das von einem nicht-infizierten Schimpansen mit F13 

so bezeichnet Das isolierte Mucosa-Gewebe wurde mechanisch zerstort, urn eine Einzelzell- 
Suspension zu erhalten. AnschlieBend wurde die Zellsuspension an einem Ficoll-Hypaque- 
Gradienten bei einer Dichte von 1,077 g/ml au^etrennt Zellen der oberen Phase des Gradienten 
wurden 2 x in Phosphatgepufferter Saline (PBS) gewaschen und anschiieBend in Isov's 
modifiziertem Dulbecco's-Medium (IMDM) enthaltend 10% Hitze-inaktiviertes Pferdeserum, 10% 

55 Hitze-inaktiviertes Kalberserum, 10* 6 mol/l Hydrocortison, 100 U/ml Penicillin und 100 \ig/m\ 
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Streptomycin kultiviert. Di Kultivierung wurde mit 2 x 10 7 -Zell n/ 10 ml in 25 cm 2 -Gewebe- 
kulturflaschen gestartet. 

Die Kulturen wurden bei 37°C (5% C0 2 , 100% Luftfeuchtigkeit) inkubiert und 1 x wdchentlich 
ein Mediumswechsel durch Ersetzen von 50 bis 75% des Mediums durchgefohrt Sobald die 
5 adhSrenten Zellen zu 80% Konfluenz zeigten wurden die Zellen durch mechanische Behandlung 
mit einem Schaber und vorsichtiges Pipettieren passagiert; 

Etablierung von HCV positiven endometrial stromalen Zellen 

Endometriale stromale Zellen E4 und F13 wurden ausgehend von mononuklearen Zellen vom 
10 Uterus-Mukosa-Gewebe erhalten. Nach Entfemen der nicht-adhSrenten Zellen durch Mediums- 
wechsel, etwa am 4. Tag der Kultur, wurde eine kleiner Teil der angehefteten Einzelzellen in den 
Kulturflaschen sichtbar gemacht (Fig. 1a). Am 10. Tag nach Kultivierung formten die adharenten 
Zellen eine konfluente Schicht von Stroma-Zellen enthaltend einen hohen Anteil an Fibroblasten- 
ahnlichen Zellen (Fig. 1b). Zu diesem Zeitpunkt konnten einige kleine runde Zellen (Lymphocyten) 
15 detektiert werden, die jedoch nur einen kleinen Teil der Population darstellten. Nicht-adharente und 
kleine runde Zellen konnten nur bis zum 30. Tag nachgewiesen werden. Mikroskopische 
Untersuchungen der Kultur in der ersten Passage zeigte eine uniforme fibroblastische adharente 
Zellschicht. Die Zellverdopplung erfolgte dabei etwa alle 14 bis 21 Tage. Nach verlangerter 
Kultivierung von 1 bis 2 Monaten, zeigten die Zellen von hoch-konfluenten Teilen der Kultur, die 
20 1 Woche vorher einen konstanten fibroblasten-ahnlichen Phanotyp zeigten, zusfctzlich grofte flache 
runde Zellmorphologie (Fig. 1c und d). 

Die E4-Zellen waren zu einer kontinuierlichen Kultur angewachsen, die auch ohne Zugabe von 
Wachstumsfaktoren for mindestens 14 Monate weiter wuchsen. Die Proliferationsrate nahm nach 
dem 7. Monat leicht ab. Diese Zellen wurden weiter passagiert und als E4-Zelilinie etabliert 

25 

Beispiel 2: 

Nachweis HCV-RNA-Sequenzen mittels RT-PCR 

Urn HCV-RNA zu detektieren, wurde aus 0,5 g Mucosa-Geweben, 10 7 - adharenten Zellen 

30 Oder von 100 \x\ ZellkulturOberstand mittels der Guanidinium Thiocyanat-Phenol-Chloroform- 
Extraktionsmethode NukleinsSure isoliert (Chomczynski etal, 1987, Anal. Biochem. 162:156-159). 
RT-PCR von plus- und minus-strSngiger RNA wurde mittels nested RT-PCR mit Primern der 
5-nicht-translatierten Region (5'-UTR) mit den extemen Primern der Position 23-46 und 252-268 
und den internen Primern der Position 138-168 und 234 und 248 des HCV-Genoms, wie von 

35 Thaler et al. (1991, Lancet 338:17-18) beschrieben, durchgefuhrt. Jedes Experiment wurde durch 
bekannte positive und negative Kontrollen validiert. +l 

Die RT-PCR-Analyse zeigte, daft das Uterus-Mukosa-Gewebe von HCV-mfizierten E4 Schtm- 
pansen auch nach 3-maligem Waschen mit PBS positiv far HCV-RNA war. Dies wies darauf hin, 
daB die positiven Signale nicht auf eine Serum-Kontamination, sondem auf aktive HCV-Replikation 

40 zurOckzufuhren..ist..Die.,Rroben .des.jTicht-HCV-infizierten Schimpansen F13 waren hingegen 
negativ fQr virale HCV-RNA. 

Zur Detektion von viralen RNA-Sequenzen Qber einen langeren Kumvierungszertraum wurde 
Gesamt-RNA etwa nach einem Monat der Kultivierung und 2 Passagen von der etablierten endo- 
metrialen Stroma-Zelllinie E4 und zu verschiedenen Zeitpunkten nach 1, 4, 5, 7, 12 und 14 Mona- 

45 ten (entsprechen 2, 6, 7, 10 und 14 Passagen) aus dem ZellkulturOberstand isoliert und einer PCR- 
Analyse auf HCV-spezifische RNA unterzogen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 zusammengefalit. 

Tabelle 1: Nachweis von HCV-spezifischen RNA-Sequenzen in der endometrialen Stroma- 
Zelllinie E4 
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Etwa 1 Monat nach Etablierung der endometrialen Stroma-Zeillinie E4 wurde HCV-RNA nur in 
den adharenten Zellen gefunden, jedoch nicht im ZellkulturQberstand. Im endometrialen Zellkultur- 
Qberstand wurde HCV-RNA nur sporadisch wahrend der ersten 5 Monate und in der 7 Passage 
15 gefunden. Die Kopienzahl der viralen Sequenzen im Oberstand stieg bis zu einem Maximal-Level 
zwischen dem 7. und 14. Monat (entspricht der 10. und 14. Passage) nach Kultivierung an. 

Die F13-Kultur, isqliert aus einem nicht-infizierten Sauger, zeigte weder in der adharenten 
Zellschicht noch im ZellkulturQberstand positive HCV-RNA-Signale. 

20 Beispiel 3: 

Immunhistologische FSrbung fur Cytokeratin und Vimentin 

Die Bestimmung der gewebespezifischen Marker erfolgte durch immunhistologische Detektion 
von Cytokeratin/Vimentin (Ramaekers et al. 1988, Advances in Immunohistochemistry. Ed. Ronald 

25 DeLellis, Raven Press, New York). Dazu wurden die Zellen auf einem Deckglas bis zur Adharenz 
kultiviert und mit 4% gepuffertem Paraformaldehyd for 1 h fixiert. Monoklonale Maus-anti-human 
AE1/3-Antik6rper gegen Cytokeratin (Serotec, Ltd. UK) und Maus-anti-human V9 Antikdrper gegen 
Vimentin (Serotec, Ltd. UK)) wurden 1:100 verdOnnt und die Zellen damit inkubiert. Anschliefiend 
wurden die Antigene mit einem Ftuorescin-lsothiocyanat (FITC) markierten zweiten AntikSrper 

30 detektiert. Die Anwesenheit von Cytokeratin und Vimentin wurde in einem Fluoreszenz- und 
Confocal-Laserscan-Mikroskop nachgewiesen. Die cytochemische Farbung zeigte ein 
Cytokeratin neflalives / Vimentin p0SltIves -Profil. Der Cytokeratin-negativeA/imetin-positive Phanotyp wies 
auf endometriale fibroblasten-ahnliche Stroma-Zelllinien mesenchymalen Ursprungs hin. 

35 Beispiel 4 

Elektronenmikroskopie der isolierten Zellen 

Die Zellen wurde in Plastikflaschen kultiviert, in 2% Glutaraldehyd bei 4°C for 1 h fixiert, mit 
PBS gewaschen und in 2% OSQ 4 bei 4°C for 1 h nachfixiert. Die fixierten Zellen wurden dehydriert 
40 und in PolyB-Harz (Polyscience Inc.) eingebettet UltradOnne Schnitte wurden angefertigt mit 
^Jranyiacetat und ^Bteicitrat kontrastiert und mit einem Phillips CM10-El€ktrpnsRmikroskop : - 
mikroskopiert. 

Die Fibroblasten-ahnlichen Zellen enthielten elongiertes Cytoplasma, viele dunne intermediate 
Filamente und einen relativ geringen Gehalt an rauhem ER und Mitochondrien. Die langeren En- 
45 ddthel-ahnlichen Zellen enthielten Cytoplasma, das reich an Organellen wie Mitochondrien, 
Lysosomen, Ribosomen und BOndel von Mikrofilamenten ist. Die Nuclei waren rund oder leicht 
oval und enthielten gleichmaSig verteiltes Chromatin. Charakteristische Lipidtropfen und Vakuole, 
assoziiert mit einem viralen Effekt, wurden in einigen Zellen gefunden. 

50 Beispiel 5: 

Detektion von Fas/Apo-1 mittels ELISA 

Ein ELISA-Test von Calbiochem wurde fOr die Detektion von Fas/Apo-1-Proteinen im 
ZellkulturQberstand von E4- und F13-Zellkulturen eingesetzt Dazu wurden zu unterschiedlichen 
55 Z itpunkten nach Kultivierung jeweils 100 \i\ des ZellkulturGberstandes mittels des ELISA auf 
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Fas-Aktivitat getestet Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 zusammengefaBt 



F13 



Tabell 2: Bestimmung der Fas-Aktivitat in etablierten endometrialen Stroma-Zelllinien E4 und 
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Die Fas-Produktibn im Zellkulturuberstand von nicht-infizierten F13-Ze!llinien war heher als im 
HCV-RNA positivem E4-ZellkulturQberstand, was auf eine Inhibierung der apoptotischen Aktivitat in 
25 E4 schlieBen last Der Gehalt an Fas im E4-Ze!lkulturtiberstand sank parallel zur ErhOhung des 
Gehalts an HCV-RNA-Sequenzen ab (Tabelle 2). 

Die F13-Zellline zeigte nach infektion mit HCV ebenfalls einen Abfall der Fas-Aktivitat und 
positive RT-PCR analog zur HCV-postiven E4-Zelllinie. 
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PATENTANSPRflCHE: 



1. Zelllinie, dadurch gekennzeichnet, dass sie eine endometriale Stroma-Zelllinie ist, die von 
mucosalem Gewebe des Uterus eines weiblichen Saugers abgeleitet ist und mit Hepatitis 

35 C-Virus infiziert ist. 

2. Zelllinie nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass sie von mucosalem Gewebe des 
Uterus eines Hepatitis C-Virus infizierten weiblichen Saugers abgeleitet ist. 

3. Zelllinie nach Anspruch 1 Oder 2 mit der Bezeichnung.E4-ZelHinie. 

4. Zelllinie nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass sie yon mucosalemjSewebe des 
~40 ~ " ~"Tnems eines n^ ' ~ 

5. Zelllinie nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass sie mit einem Virus aus der 
Gruppe der Flaviviridae, der Herpesviren, der Qrthomyxoviridae, der Papiilomaviren und 
der Parvoviren infiziert ist. 

6. Zelllinie nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass das Virus aus der Gruppe der 
45 Flaviviridae, ein Flavivirus oder ein Hepatitis C-Virus ist 

7. Zelllinie nach Anspruch 4 mit der Bezeichnung F1 3. 

8. Zelllinie nach einem der AnsprOche 4 bis 7, dadurch gekennzeichnet dass sie nach 
Etablierung mit Hepatitis C-Virus infiziert ist 

9. Zusammensetzung zum Nachweis von anti-HCV-spezifischen Antikorpern enthaitend 
so - eine HCV-posttive Zelllinie nach einem der AnsprOche 1 bis 8, 

- Reagentien zum Nachweis einer Immunreaktion 

- HCV-positives und HCV-negatives Plasma als Kontroliproben. 

10. Zusammens tzung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die HCV-positive 
Zelllinie an einen Trager immobilisiert ist 

55 11. Verfahren zur "in vitro'-Langzeitproduktion von Hepatitis C-Virus umfassend die Schritte 



8 



AT 407 256 B 



• Bereitstellen einer HCV-positiven Zelllinie nach einem der AnsprQche 1 bis 8 

- Kultivieren der Zellen unter Bedingungen, di eine Replikation und Langz itproduktion 
von HCV erlauben, 

- gegebenenfalls Kontroll der viralen R plikation mittels RT-PCR und 

- Isolieren der produzierten Viren aus dem Zellkulturuberstand. 

12. Verfahren zur Herstellung einer HCV-Vakzine umfassend die Schritte 

- Bereitstellen einer HCV-positiven Zelllinie nach einem der AnsprQche 1 bis 8 

- Kultivieren der Zellen unter Bedingungen, die eine Replikation von Hepatitis C-Virus 
erlauben, 

- Isolieren von Hepatitis C-Virus aus dem Zellkulturuberstand 

- Herstellen eines hochtitrigen Viruskonzentrats und 

- Formulierung des Viruskonzentrates in einer Vakzinpraparation. 

13. Verfahren zum Screenen von Komponenten, die die Replikation von HCV inhibieren, 
umfassend die Schritte 

- (a) Bereitstellen einer Zusammensetzung enthaltend ein potentiates HCV-antivirales 
Agens 

- (b) Bereitstellen einer HCV-positiven Zelllinie nach einem der AnsprQche 1 bis 8 

- Inkubieren der HCV-positiven Zelllinie von (b) mit einem antiviralen Agens von (a) und 
-Nachweis der Inhibierung der Replikation von HCV mittels RT-PCR. 

14. Verfahren zum Nachweis von HCV-spezifischen AntikSrpern umfassend die Schritte 

- Bereitstellen einer Zusammensetzung nach einem der AnsprQche 9 oder 10 

- In-Kontakt-Bringen einer HCV-positiven Zelllinie nach einem der AnsprQche 1 bis 8 mit 
einer Probe, die unter Verdacht steht, HCV-Antikfirper zu enthalten, 

- Inkubieren der Reaktionspartner unter Bedingungen, die die Bildung eines 
Antigen/AntikOrper-Komplexes erlauben, und 

- Nachweis einer Immunreaktion. 

15. Verwendung einer Zelllinie nach einem der AnsprQche 4 bis 8 zur Produktion eines Virus 
aus der Gruppe der Flaviviren, der Herpesviren, der Orthomyxoviren, der Papillomaviren 
und Parvoviren. 

16. Verwendung einer Zelllinie nach einem der AnsprQche 1 bis 8 zur Produktion von Hepatitis 
C-Virus. 

17. Verwendung einer HCV-positiven Zelllinie nach einem der AnsprQche 1 bis 8 zur Detektion 
von HCV-AntikOrpem. 

18. Verwendung einer HCV-positiven Zelllinie nach einem der AnsprQche 1 bis 8 zum 
Nachweis eines antiviralen Agens. 
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